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VERFAHREN ZUR IDENTIFIZIERUNG VON 
MHC -RE STRINGIERTEN ANTIGENEN 




Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Identifizierung von MHC-restringierten T Zell Antigenen. 

Zwei Erkenntnisse aus der Grundlagenf orschung bilden die 
konzeptionelle Basis der gegenwartigen Tumorimmunologie . 1. 
Die Tumorentstehung ist Folge genetischer Veranderungen die 
zur Expression aberranter Genprodukte ftthrt. 2. T Zellen sind 
prinzipiell in der Lage, solche Veranderungen im Proteinmuster 
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entarteter Zellen zu erkennen. Vorausset zung fur die Induktion 
einer antitumoralen Immunantwort ist die Aktivierung Antigen- 
spezifischer T Zellen. Die molekulare Identif izierung von T 
Zell Tumor Antigenen schafft demnach die Vorausset zung fur die 
Entwicklung Antigen- spezifischer Vakzinen sowie anderer 
Formen T Zell vermittelter Immuntherapien . 

In den letzten Jahren wurden insbesondere beim malignen 
Melanom mehrere Antigene identif iziert, die von autologen T 
Zellen der Patienten erkannt werden. Ein moglicher 
therapeutische Nutzen dieser Antigene wird momentan im Rahmen 
klinischer Studien untersucht. Fur eine breite klinische 
Anwendung ist es allerdings notwendig, mbglichst viele 
Tumorantigene zu identif izieren, denn: 1. Die bisher bekannten 
Antigene werden in der Kegel nur in einem kleinen Prozentsatz 
aller malignen Melanome exprimiert und sind somit nur bei 
einem kleinen Patientenkollektiv anwendbar. 2. Vakzinierungen 
mit nur einem Antigen fiihren haufig zur Abschaltung dieses 
Antigens durch den Tumor. Solcher Resistenzentwicklung soil 
durch eine gleichzeitige Vakzinierung mit mbglichst vielen 
Antigenen vorgebeugt werden. 3. Da die Antigene als Peptide 
von HLA-Molekulen prasentiert werden und HLA-Molekiile in der 
' lenschlichen Population hoch polymorph sind, muJJ man sehr 
viele Antigene identif izieren, urn fur jede HLA-Konstellation 
eine wirksame Kombination von Antigenen zur Verfugung zu 
haben. Die Identif izierung weiterer Tumorantigene beim Melanom 



als auch bei anderen Tumoren ist somit zwingende Voraussetzung 
fur erfolgreiche Immuntherapien. 



Experimentell setzt sich die Identif izierung von 
Tumorantigenen aus zwei Teilschritten zusammen. Erstens, der 
Isolierung Tumor-spezif ischer T Zellen des Patienten durch 
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wiederholte in vitro Stimulation mit autologen Tumor zellen. 
Zweitens, der molekularen Identif ikation der von den T Zellen 
erkannten Antigene. Hierfur ist ein einf aches und allgemein 
anwendbares Verfahren wiinschenswert . 

Aus dem Stand der Technik sind bereits einige Methoden zur 
Identifizierung von MHC-restringierten T Zell Antigenen 
bekannt. Die bekannten Losungsansatze umfassen insbesondere 
die folgenden Verfahren: 





1. Transiente Transfektion von allogenen oder xenogenen 
Zelllinien; 

2. Elution und HPLC Fraktionierung MHC gebundener Peptide; 

3. Retrovirale Transduktion von autologen Fibroblasten. 

Diese Methoden und die damit verbundenen Nachteile werden 
nachfolgend naher dargestellt. 

1. Transiente Transfektion von allogenen/xenogenen Zellinien 
[1,2] 

Diese Methode beruht auf der Expression von cDNA Banken 
aus Tumoren in etablierten Zellinien. Als Zielzellen 
werden hierfur 293 oder COS-7 Zellen verwendet, die sich 
sehr effizient transf izieren lassen. Bezogen auf den HLA 
Genotyp des jeweiligen Patienten handelt es sich dabei 
allerdings um allogene (293) bzw. xenogene (COS-7) 



Zellinien. Da T Zellen MHC restringent sind, d.h. Antigen 
nur in Verbindung mit einem entsprechenden MHC Molekul 
erkennen, ist die Kenntnis der Restriktionselemente 
notwendige Voraussetzung fur eine Identifizierung von 
Antigenen. Eine T Zell Erkennung der eingebrachten 
Antigene wird nur uber die Co-Transf ektion des jeweiligen 
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Restriktionselements ermoglicht. Die Identif izierung des 
jeweiligen Restriktionselements ist aber oftmals schwierig 
oder gar unmoglich. Da die verwendeten Zielzellen daruber 
hinaus MHC Klasse II negativ sind, ist diese Methode auf 
die Identifizierung von MHC Klasse 1 restringierten 
Antigenen mit bekanntem Restriktionselement beschrankt. 

2. Biochemische Identif ikation des Antigens [3] 

Neben der Expressionsklonierung ist eine Identif ikation 
von MHC Klasse I restringierten Tumorantigenen auch auf 
biochemischem Wege mbglich. Dazu werden Tumorzellen 
lysiert und die restringierenden MHC Molekule mit Hilfe 
von monoklonalen Antikorpern immunprazipitiert . Aus diesen 
MHC Molekulen werden die daran gebundenen Peptide eluiert 
und uber reversed phase HPLC aufgetrennt. AnschlieUend 
werden Zielzellen mit den einzelnen Peptid-Fraktionen 
beladen. Diese Zielzellen zeichnen sich dadurch aus, daft 
sie nur das jeweilige Restriktionselement und in Peptid- 
ungebundener Form exprimieren. Die exogene Zugabe von 
Peptiden fuhrt deshalb rasch zu einer Bindung durch die 
"leeren" MHC Molekule. Durch Co-Kultivierung dieser 
Peptid-beladenen Zielzellen mit tumorspezif ischen T Zellen 
werden positive Fraktionen identif iziert und uber die 
Peptid-Sequenz das Antigen ermittelt. Wie bereits unter 1, 
so ist auch hier die Kenntnis des HLA Restriktionselements 
unabdingbare Voraussetzung fur die Identifizierung von T 



Zell Antigenen: erstens fur die Immunprazipitation der 
restringierenden MHC Molekule und zweitens fur die 
Beladung entsprechender Zielzellen mit den eluierten 
Peptiden. Ein zusatzlicher Nachteil liegt in der enorm 
grofien Tumormenge, die fur die Peptid-Gewinnung benotigt 
wird, so daft diese Methode nur bei Tumoren angewendet 





werden kann, die sich gut in vitro kultivieren und 
expandieren lassen. Eine Identif izierung von T Zell 
Antigenen ist auch bei dieser Methode auf MHC Klasse I 
restringierte Antigene beschrankt, da eine analoge HPLC 
Fraktionierung von MHC Klasse II Peptiden durch deren 
Langen-Heterogenitat unmoglich ist. 

3. Retrovirale Transduktion autologer Fibroblasten [4] 
Das oben beschriebene Problem der notwendigen 
Identifikation des Restriktionselements wird hinfallig, 
wenn autologe Zielzellen fur die Expression der cDNA Bank 
aus dem Tumor verwendet werden. Fur die Durchfuhrung eines 
Antigen-Screenings werden grofte Zellmengen benotigt, so 
daft als Zielzellen nur solche Zellen des Patienten in 
Frage kommen, die sich in vitro entsprechend expandieren 
lassen. Fibroblasten lassen sich aus kleinen Hautbiopsien 
gewinnen und zudem sehr gut retroviral transduzieren. Die 
Identifikation von MHC Klasse I restringierten Antigenen 
durch die retrovirale Transduktion autologer Fibroblasten 
mit cDNAs aus Tumoren wurde deshalb als Methode 
vorgestellt, welche die Definition des 
Restriktionselements iiberflussig machen soli. Diese 
Methode ist allerdings mit einigen Nachteilen behaftet. 
Primare Fibroblasten kdnnen nur eine begrenzte Anzahl an 
Passagen in vitro kultiviert werden. Da Fibroblasten 
aufter dem kein MHC Klasse II exprimieren, ist auch diese 
Methode auf die Identif izierung von MHC Klasse I 
restringierten Antigenen beschrankt. Im Vergleich zur 
transienten Expressionsklonierung, wie unter 1 
beschrieben, ist die retrovirale Transduktion der 
Zielzellen mit einem wesentlich grofteren Arbeitsaufwa 
verbunden. Der Hauptnachteil dieser Methode ist alle 
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in der vergleichsweise niedrigen Expression der retroviral 
eingebrachten Gene zu sehen. Dieses niedrige 
Expressionsniveau bedingt eine im Vergleich zur 
transienten Transf ektion etwa 10-fach geringere 
Sensitivitat und somit einen 10-fach hoherern Screening- 
Auf wand. 




Es ist eine Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren 
bereitzustellen, daft die oben beschriebenen Nachteile des 
Standes der Technik vermeidet, insbesondere eine Kenntnis des 
restringierenden MHC Molekuls nicht erfordert, eine 
unbegrenzte Proliferation der Antikorper produzierenden B 
Zellen erlaubt und gleichzeitig eine Identif izierung sowohl 
von MHC I und II restringierten Antigenen ermoglicht. 



Diese Aufgabe wird erf indungsgemaU durch das Verfahren nach 
Anspruch 1 gelost. Bevorzugte Ausf uhrungsf ormen der Erfindung 
ergeben sich aus den Unteranspruchen, der nachf olgenden 
Beschreibung sowie den Ausf iihrungsbeispielen und Abbildungen. 
Die Abbildungen zeigen: 




Abbildung 1 



Abbildung 2 



LCL Infektion mit Influenza 

Presentation des Modellantigens im Kontext von 
MHC Klasse II Molekiilen. LCL 1.11 wurden mit 
wildtyp (wt) bzw. rekombinanten Influenza Viren 
infiziert. Nach viraler Transduktion des 
Modellantigens (MA) in LCL 1.11 kommt es zu 
einer GM-CSF Freisetzung durch den Mo- 
dellantigenspezif ischen T Zell Klon, nicht aber 
nach wildtyp Virus (wt) Infektion oder nach 
Infektion mit GFP-Gen tragenden Influenza Viren. 
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Der Erfindung vorausgegangen war die Etablierung von 
tumorspezifischen T Zell Klonen. Da T Zellen Antigene nur in 
Verbindung mit MHC Molekulen erkennen, bei einigen Klonen eine 
Identifizierung des restringierenden MHC Molekuls aber nicht 
moglich war, konnten bereits etablierte Methoden zur 
Identifizierung von T Zell Antigenen bzw. -Epitopen fur diese 
Klone nicht angewendet werden. Da Zellen unterschiedlicher 
Gewebe eines Individuums identische MHC Molekiile exprimieren, 
wurde nach Moglichkeiten gesucht, autologe B Zellen des 
Patienten als Empf angerzellen fur die Expression von cDNA 
Banken aus dem Tumor nutzbar zu machen. Vorbedingung dafiir war 
die Etablierung eines effizienten Gentransf ersytems . Influenza 
A Virus abgeleitete Vektoren erwiesen sich fur diese Anwendung 
uberraschenderweise als besonders geeignet . 

Die Verwendung von autologen LCL als Zielzellen eriibrigt die 
teilweise schwierige bis unmogliche Identifizierung der MHC 
Restriktionselemente. Aufierdem ermoglichen sie die 
Identifizierung von sowohl MHC Klasse I als auch Klasse II 
restringierten Antigenen. Durch die Verwendung von Influenza A 
Virus abgeleiteten Vektorsystemen wird erstens eine 
einzigartig effiziente Infektion von LCL erreicht. Zweitens 
kommt es durch die Verwendung der viruseigenen regulatorischen 
Elemente zu einer unubertrof f en hohen Genexpression der 
eingebrachten Erbinf ormat ion, was eine hohe Sensitivitat und 
somit Einfachheit des Nachweises bedingt. 

Durch die Verwendung autologer LCL als Zielzellen bei der 
Expressionsklonierung entfallt die oftmals schwierige 
Identifizierung des Restriktionselements . Da LCL konstitutiv 
MHC Klasse I und Klasse II exprimieren, ist sowohl eine 
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Identification von MHC Klasse I restringierten- Antigenen, die 
von zytotoxischen T Zellen erkannt werden, als auch von MHC 
Klasse II restringierten Antigenen, die von T Helferzellen 
erkannt werden, moglich. 

Die Verwendung von LCL als Zielzellen setzt allerdings einen 
effizienten Gentransfer in. diese Zellen voraus, der bisher 
weder durch chemische noch physikalische Transf ekt ionsmethoden 
erzielt werden konnte. Ober die Inf ektionsrate von LCL mit 
Viren ist vergleichsweise wenig bekannt. Die hier beschriebene 
Nutzung von Influenza A Virus abgeleiteten Vektoren fur den 
Gentransfer in LCL setzte deshalb erst eine Bestimmung der 
Infektionseffizienz voraus. Wie in Abbildung 1 gezeigt, werden 
bis zu 80% der lymphoblastoiden Zellinien LCL1.26 mit 
Influenza infiziert. 

Neben einer hohen Inf ektionsrate muflten fur die beabsichtigte 
Anwendung auch folgende Voraussetzungen erfiillt sein. Es war 
jedoch unklar und nicht vorhersehbar, ob die erf indungsgemafle 
Kombination einzelner Verf ahrensschritte die Problemstellung 
der Erfindung lost. 

1. Expressionsniveau des eingebrachten Fremdgens? 
Fur eine hohe Sensitivitat des Nachweisverf ahrens ist eine 
hohe Expressionsrate der in die Zellen eingebrachten 
Fremdseguenz ess entiell. Durch die Nutzung der viralen 
Transkriptions/Translations-Maschinerie konnte, wie in Western 
Analysen fur ein Modellantigen nachgewiesen, eine etwa 5-fach 
hohere Expressionsrate als nach transienter Transfektion und 
ein etwa 10-fach hoheres Expressionsniveau als nach 
retroviraler Transduktion erzielt werden. 
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2. Virale Interferenz rait Antigen Presentation und Erkennung? 
Fur mehrere Viren ist bekannt, dafl sie mit der 
Antigenprasentation interf erieren und so einer Immunerkennung 
entgehen. Urn fur Influenza analoge Mechanismen auszuschliefien, 
wurde ein Modellantigen in Influenza eingebracht und LCLs 
damit infiziert. Die MHC Presentation des Modellantigens wurde 
durch einen Modellantigen-spezif ischen T Zell Klon emdttelt. 
Wie in Abbildung 2 gezeigt, interferiert Influenza nicht mit 
der Presentation des Antigens. Dariiber hinaus kommt es durch 
die Influenza-lnfektion weder zu einer unspezif ischen T Zell 
Aktivierung noch zu einer Zytokinf reiset zung durch die 
infizierten LCL. 

3. Infektion der T Zellen? 

Der Nachweis einer T Zell Aktivierung setzt eine mindestens 
20-stiindige Co-Kultivierung von Zielzellen und T Zellen 
voraus. Eine mogliche Infektion von T Zellen durch Influenza 
(aus dem Uberstand oder freigesetzt aus LCL) und nach 8 
Stunden einsetzende Lyse der Zellen wurde den Nachweis einer 
spezifischen T Zell Aktivierung unmoglich machen. Wie 
ebenfalls mit Hilfe des GFP nachgewiesen werden konnte, 
infiziert Influenza T Zellen unerwartet nicht. 



Zur Bestimmung der Inf luenza-Inf ektionsrate von LCL wurde die 
Zellinie LCL 1.26 mit rekombinanten Inf luenzaviren inkubiert, 
welche das Gen fur das Green F luorescence Protein tragen. Nach 
24 Stunden wurden die unter UV Licht grun leuchtenden Zellen 
gezahlt . 



Nachfolgend wird die Erfindung allgemein dargestellt 
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Ein moglicher Ausgangspunkt des Verfahrens der Erfindung ist 
die Isolierung von mRNA aus Zellen, deren Antigene einer 
Untersuchung unterzogen werden sollen. Hierzu werden 
insbesondere Zellen humanen Ursprungs eingesetzt, wobei 
selbstverstandlich auch Zellen tierischen Ursprungs, 
beispielsweise aus Nagern wie Mausen oder Ratten, verwendbar 
sind. Bevorzugt handelt es sich urn Zellen aus einem Patienten 
der an einem Tumor leidet, z . B . einem Tumor des blutbildenden 
Systems wie einem B Zell Tumor, z. B. einer Leukamie. Generell 
lafit sich das Verfahren auf die Identif izierung von Antigenen 
anwenden, die von T Zellen erkannt werden, einschliefilich von 
Autoantigenen und mikrobiellen Antigenen. Beispiele hierfur 
sind Infektionen einer Zelle mit einem Bakterium, Virus, Pilz 
oder Protozoon oder einer beliebigen Mischinf ektion . 

Die Isolierung der mRNA erfolgt durch an sich bekannte 
molekularbiologische Methoden. Die mRNA wird anschlieBend 
durch ebenfalls bekannte Techniken in ihre cDNA umgeschrieben, 
urn eine cDNA-Bank der Zelle zu gewinnen. Es wird hier auf die 
obigen Verof f entlichungen verwiesen. 

Die auf der cDNA festgelegte Information wird nunmehr in die 
Hulle von Inf luenzaviren eingebracht. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung werden die so 
transfizierten Zellen mit Influenza A Virus u berinfiziert. Die 
in den Zellkulturuberstand f reigesetzten Viren w erden geerntet 
und wahlweise weiter konzentriert . 

In einem nachsten Schritt werden B Zellen, die aus dem 
gleichen Spender wie die Zellen stammen, aus denen die mRNA 
gewonnen wurde, also autolog sind, mit den rekombinanten 
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Viruspartikeln, die ein oder mehrere Kopien der cDNAs als 



negativ-Strang RNAs in 
Die B Zellen miissen vor 
immortalisiert werden. 



ihrer Virushulle enthalten, infiziert. 
der Infektion durch EBV-Gene 




Durch die Infektion der immortalisierten autologen B Zellen 
kommt es zu einer Expression der aus der Ursprungszelle 
stammenden pseudoviralen Gensegmente, die ahnlich wie 
viruseigene negativ-Strang RNAs als Proteine exprimiert 
werden. Spaltprodukte dieser Proteine werden durch die 
zelleigene Antigen-Prasentationsmaschinerie in Verbindung mit 
• MHC Molekulen auf der Zelloberf lache der B Zellen prasentiert, 
wo sie von Antigen-spezif ischen T Zellen erkannt werden 
konnen. 

in einem nachsten Schritt werden deshalb nach Infektion T 
Zellen, die eine Spezifitat fur das zu identif izierende 
Antigen besitzen, mit den Influenza Virus infizierten B Zellen 
co-kultiviert. Wurde durch die Inf luenza-Viren eine cDNA in 
die B Zellen eingeschleust und exprimiert, welche fur das von 
den T Zellen erkannte Antigen kodiert, kommt es zu einer 
Stimulation der Antigen-spezif ischen T Zellen verbunden mit 
einer Freisetzung von Zytokinen, die durch an sich bekannte 
Methoden, z. B. ELISA-Verf ahren, nachweisbar ist. Durch 
Vereinzelung der Zellen, die das Antigen exprimieren, kann in 

einem folgenden Schritt die Identif izierun g des von den T 

Zellen erkannten Antigens erfolgen. 



Ausgestaltungen der Erfindung wird nicht von 



In alternativen 

einer cDNA-Bank ausgegangen, sondern von einer Genbank, und es 



we 



rden die hierfiir notwendigen Abwandlungen der oben 
dargestellten Schritte vorgenommen, urn rekombinante pseudo- 
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PATENTANSPRUCHE 



1. Verfahren zur Identif izierung von MHC-restringierten 
Antigenen mit den nachf olgenden Schritten: 
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a) Herstellen einer Genbank oder cDNA-Bank aus einer zu 
untersuchenden Zelle oder einem zu untersuchenden 
Mikroorganismus ; 

b) Herstellen rekombinanter Inf luenza-Viren oder Retroviren, 
die in ihrer Virushulle ein oder mehrere rekombinante 
pseudo-virale, von der cDNA oder der DNA der Genbank 
abgeleitete Gensegmente enthalten; 

c) Gewinnen der rekombinanten Viruspartikel ; 

d) Infizieren von immortalisierten autologen Zellen, die HLA I 
und/oder II-Molekule auf ihrer Oberflache exprimieren, mit 
den rekombinanten Viruspartikeln; 

e) Exprimieren von durch die cDNA oder die DNA der Genbank 
kodierten Proteinen in den B Zellen und Prasentieren der 
von der B Zelle erzeugten Spaltprodukte dieser Proteine auf 
der Zelloberflache in Verbindung mit MHC Molekulen; 

f) Co-Kultivieren von T-Zellen mit den B Zellen; 

g) Stimulieren der T Zellen durch solche B Zellen, die ein 
durch die T Zellen erkanntes Antigen auf ihrer 
Zelloberflache prasentieren; 

h) Vereinzelung der Klone, die das Antigen exprimieren, und 
Identif izieren des Antigens. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , dali 

als Zelle eine tierische oder humane Eukaryontenzelle 
ausgewahlt wird. 



3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dafJ 

als Eukaryontenzelle eine Tumorzelle oder eine durch einen 
Mikroorganismus infizierte Zelle eingesetzt wird. 



• RJEINHARD SKUF|^ WEISE & PARTNER GbR ^ • - • — 





4. Verfahren nach Anspruch 3, 
daclurch gekennzeichnet , daft 

eine durch einen Virus oder ein Bakterium oder einen Pilz oder 
einen Protozoen oder aus einer Kombination eines oder mehrerer 
dieser Mikroorganismen infizierte Zelle eingesetzt wird. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

das Herstellen rekombinanter Inf luenza-Viren durch das 
Einbringen. von von der cDNA oder der DNA der Genbank 
abgeleiteten negativ-Strang RNAs in die Hulle von Influenza- 
Viren erfolgt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

als Inf luenza-Viren Influenza A-Viren und als Retroviren HIV 
eingesetzt werden . 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet , daft 

die Herstellung der negativ-Strang RNA durch Transkription der 
pseudoviralen Gensegmente mit der RNA Polymerase I erfolgt. 

8 . Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspriiche, 

dadurcn gekennzeichnet, dab _— - 

nach Einbringen der cDNA oder der DNA der Genbank eine 
Oberinf ektion mit Wildtyp Influenza A-Virus erfolgt. 



9. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspriiche, 



1 REINHARD SKUHRA 



ISE &• PARTNER GbR 
-4- 



dadurch gekennzeichnet, daft 

durch Selektion eine Anreicherung der rekombinanten 
Viruspartikel erfolgt. 




10. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

die Spaltprodukte der Proteine in Verbindung mit MHC I ode* 
MHC II auf der B Zelle prasentiert werden. 

11. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

die Stimulation der Antigen spezifischen T Zellen durch 
Freisetzung von Zytokinen erfolgt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Freisetzung der Zytokine durch ein ELISA Verfahren 
nachgewiesen wird. 




der vorhergehenden 



13. Verfahren nach einem oder mehreren 

Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

zum immortalisieren der autologen B Zellen zumindest die Gene 
EBNA1 und EBNA2 von EBV eingesetzt werden. 



14. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 
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die Co-Kultivierung der B Zellen mit T Helferzellen bei MHC 
Klasse II restringierten Antigenen und mit zytotoxischen T 
Zellen bei MHC Klasse I restringierten Antigenen erfolgt. 

15. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daft die Genbank oder cDNA-Bank aus 
einem Virus, einem Bakterium, einem Pilz oder einem Protozoen 
hergestellt wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dali die Immortalisierung der autologen 
Zellen mit Hilfe von EBV-Genen erfolgt. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dali als autologe Zellen B Zellen oder 
dendritische Zellen infiziert werden. 



Zusammenfassung 1 
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Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Verfahren zur Identifizierung von MHC- 
restringierten Antigenen. 



Abbildung 1 
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Abbildung 2 
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